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SAFBl，an RBMXTBmding Protein，is a NewlyIdentified Regulator of HepatlC
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【目的】
我々はマウスには高果糖食で代謝異常が誘導される系統（CBA）と誘導されない系統（DBA）が存在
し、CBA　では果糖食により脂肪合成系酵素群の転写因子である　sterol regulatory
element，binding proteinlc（SREBP－1C）の肝臓での発現が著しく克進していることを報告した。
また、CBA、DDA間でSREBPrlcのプロモーター領域の塩基配列を比較すると、－塩基多型（Single
Nucleotide Polymorphisnl：SNP，一468G to A）が存在し、その領域を認識しDNA一蛋白質複合体を
形成する核蛋白質として、RB眼（RNA binding motif on the X chromosome）が同定できた。RBMX
の過剰発現によりSREBP－lcのプロモータ一浩憶が約5倍上昇し、knockdownでは50％以下に低下
したが、RBMXは直接SREBP－1Cのプロモーター領域に結合しないことが明らかになった。また
RBMXには他のタンパク質との相互作用が知られているものの、DNA結合領域の存在や、転写活性
化因子としての報告はない。そこで、RBMXが何らかの結合蛋白を介した間接的な作用により、
SREBP－1C遺伝子転写活性に影響を与えているのではないかと考え、その候補蛋白の検索を行っ
た。
【方法】
1）RBMXと相互作用する蛋白質を検索するために、酵母two－hybrid assayを用いて、RBMXをbait
としてCBAマウスの肝臓から作成したcDNAlibraryをスクリーニングした。さらに同定した蛋白質
とSREBP－1C遺伝子上流域との直接的な結合を酵母one－hybrid assayにて検討した。
2）RBMXおよび同定した蛋白質の、SREBP－lc遺伝子上流域とのin vivoでのDNA一蛋白質結合を、ク
ロマチン免疫沈降法（ChIP assay）にて確認した。
3）RBMXと同定した蛋白質との直接的な結合を、免疫沈降法にて確認した。
4）Fao（ラット肝腫瘍）細胞において、同定した蛋白質に対するsiRNAを用いて同遺伝子の発現
抑制を行い、SREBP－1CのmRNAに与える影響を遺伝子発現定量法（rea1－time PCR法）で、また
SREBP－1Cプロモーター活性に与える影響をレポーターアッセイ（ルシフェラーゼ法）により解析
した。
5）同定した蛋白質の全長cDNAをpcDNA3．1発現ベクターにクローニングし、Fao細胞に導入し高
発現させた。その条件下においてSREBP－1Cプロモーター活性に与える影響を、レポーターアッセ
イにより解析した。
同定した蛋白質の錮Ai法による特異的な発現抑制および過剰発現の効果は、細胞内蛋白発現量
（イムノブロット法）により確認した。
（備考）1．論文内容要旨は、研究の目的・方法・結果・考察・結論の順に記載し、2千字
程度でタイプ等で印字すること。
2．※印の欄には記入しないこと。
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【結果】
1）酵母two－hybrid assayを用いて、Scaffold attachrnent factor Bl（SAFBl）をRBMXと相互作用
する蛋白質の候補として同定した。しかし、酵母onephybrid assayで、SAFBlはSREBP－lc遺伝子
上流一468番塩基領域に直接結合しないことがわかった。
2）chIPassayにて、抗SAFBl抗体、抗RBMX抗体によりともにCBAマウスの肝臓においてSREBP－1C
遺伝子上流－468番塩基領域のDNAが沈降し、SAFBlおよびRBMXと同DNA領域との結合を確認した。
3）免疫沈降法により、CBAマウスの肝臓においてSAFBlおよびRBMXが結合していることを確認し
た。
4）SAFBlのsiRNAによりSREBP－1c mRNA発現およびプロモーター活性が約50％にまで抑制され、
RBMX過剰発現により上昇したS肛BP－1Cプロモーター活性も約70％抑制された。
5）sAFBl単独の過剰発現では、SREBP，1Cプロモーター活性化に有意な変化が見られなかったが、
RBMX過剰発現下にSAFBlを過剰発現させたところ、有意な活性化が見られた。
【考察】
本研究により、酵母two－hybrid法を用いて、RBMXと結合し肝臓でのSREBP－1C遺伝子転写調節に
関与する分子として、新たにSAFBlを同定した。またRNAi法による内在性のSAFBl発現抑制およ
びSAFBl過剰発現の結果より、RBMXによるSREBP－1Cの転写調節にSAFBlが関わっていることが予
測できた。
SAFBlは肝臓においてSREBP－1Cを活性化するのに十分な量が存在し、RBMXがその律速段階となっ
ていると考えられる。一方、RBMXが過剰発現された条件下では、十分なSREBP－1C活性化のために
は更なるSAFBlの発現が必要と推測される。SAFBlはSREBfLIc遺伝子上流r468番塩基領域と直接
結合してはいないが、RBhtXのcoactivatorとして肝におけるSREBP．1C転写活性に働いている可能
性が示唆された。
しかし本研究では、RBMXおよびSAFBlがSREBP－1C遺伝子上流領域に直接結合する機構を証明でき
ておらず、今後さらなる解析が必要である。
【結論】
RBMXによる肝臓でのSREBP－1C遺伝子転写調節に関与する分子として、新たにSAFBlを同定した。
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（学位論文審査の結果の要旨）
本研究は、酵母two－hybrid assayを用いて、高果糖食による肝臓でのSREBP－1Cの転写
を調節する蛋白質RBMXと結合する蛋白質SAFBlを同定し、その転写調節機構につい
て解析したものである。
免疫沈降法にてSAFBlおよびRBMXが結合すること、ChIPassayにてSAFBl・RBMX
ともにSREBP－1C遺伝子上流領域に結合することを実証した。また培養細胞系を用いて、
遺伝子過剰発現および発現抑制により　SREBP－lc連伝子転写活性を調節しうることを
示した。以上より肝臓においてSAFBlはRBMXと複合体を形成し、SREBP－lc遺伝子
転写調節に関与すると考えられた。
本論文は高果糖食の代謝異常の誘導において、SAFBlによるSREBP－lc遺伝子転写調
節が重要であることを実証したものであり、臨床的にも示唆に富むものである。よって
博士（医学）の学位を授与するに値すると評価された。
なお、本学位授与申請者は2009年2月4日実施の論文内容とそれに関連した試問を
受け合格と認められた。
（平成21年2月4日）
